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making it the third leading cause of death 2 and the leading cause of adult disability. 1 It is widely accepted that the extent of cerebral infarction after an ischemic insult is dependent on the degree of vascular collateralization. The contribution of the native vasculature to infarct volume has been shown in rodent models where different strains of mice exhibit different degrees of cerebral infarction after occlusion of the middle cerebral artery. 3 Investigation in a few strains of mice showed that the completeness of the circle of Willis, particularly the presence of the P1 segment of the posterior cerebral artery, contributes to the degree of cerebral perfusion and infarct size after occlusion of the middle cerebral artery. 4, 5 It has also been shown that native pial collaterals contribute to infarct size. 6 However, there are other factors beyond native vasculature that modulate ischemic damage. One of the other components is the dynamic remodeling of the vasculature that occurs with ischemic injury. 7 More recently, it has been shown that differences in infarct volume in different mouse strains using the distal middle cerebral artery occlusion (MCAO) model are associated with genetic variation in integrin α-L that is independent of the effects of Background and Purpose-The extent of ischemic injury in response to cerebral ischemia is known to be affected by native vasculature. However, the nonvascular and dynamic vascular responses and their genetic basis are not well understood. Methods-We performed a genome-wide association study in 235 mice from 33 inbred strains using the middle cerebral artery occlusion model. Population structure and genetic relatedness were accounted for using the efficient mixed-model association method. Human orthologs to the genes associated with the significant and suggestive single-nucleotide polymorphisms from the mouse strain survey were examined in patients with M1 occlusions admitted with signs and symptoms of acute ischemic stroke. Results-We identified 4 genome-wide significant and suggestive single-nucleotide polymorphisms to be associated with infarct volume in mice (rs3694965, P=2.17×10 Stroke December 2015 collaterals. 8, 9 In this study, we used the proximal MCAO model in 235 mice from 33 inbred strains to examine the genetic basis of the ischemic response. We have demonstrated in the mice examined that large vessel anatomy is not significantly correlated with infarct size. By integrating the strain survey results with human data, we identified ANGPT1 and ZBTB7C as susceptibility genes for ischemic injury.
Methods

MCAO Model
Thirty-three inbred strains of mice were obtained from the Jackson Laboratory (Table 1) . The permanent MCAO model was performed on 5 to 25 mice for each strain (total 235 mice) in a random order. Eight-to 10-week-old male mice (14-45 g) were used for the MCAO model. The MCAO model was performed as described previously 10 and detailed in the online-only Data Supplement. The number of mice excluded for each strain because of unsuccessful surgery or death is shown in Table I in the online-only Data Supplement. Physiological parameters for each strain of mice are detailed in Table II in the online-only Data Supplement. All animal housing, care, and experiments were performed according to the guidelines and regulations of the Institutional Animal Care and Use Committee.
The brain was dissected into 1-mm coronal sections using a brain matrix and incubated in 2% triphenyltetrazolium chloride (Sigma, St. Louis, MO) at room temperature for 15 minutes. The total infarct volume was calculated by summing the infarct area across all slices by an investigator blinded to the genetics data at the time of measurement. The indirect Swanson method 11 was used where the infarct ratio was defined as (contralateral volume−ipsilateral noninfarcted volume)/contralateral volume.
Assessment of Circle of Willis
The circle of Willis was visualized using India ink perfusion as described previously 12 and in the online-only Data Supplement. This was performed in 13 strains of mice: 129S1/SvImJ, A/J, BALB/cJ, BTBR T + tf/J, C57BL/10J, C57BL/6J, C57BLKS/J, C57L/J, DBA2/J, KK/HlJ, NOD/LtJ, P/J, and SWR/J. Four to 7 animals were used for each strain. The ratio of the diameter of the left P1 segment of the PCA to the diameter of the ICA at its bifurcation was measured using ImageJ 1.43 (National Institutes of Health).
Genome-Wide Association Analysis
Genome-wide association mapping, with infarct ratio as the phenotype, was performed on the 33 inbred strains of mice using the R package, emma, where the efficient mixed-model association method was used to adjust for population structure and genetic relatedness in inbred mice. 13 The Broad mouse HapMap SNP sets containing 132 285 single-nucleotide polymorphism (SNPs) were used (http://www.broadinstitute.org/mouse/hapmap/,http://mouse. cs.ucla.edu/mousehapmap/emma.html). Using the R package nortest, 14 the Anderson-Darling test of normality was used to evaluate normality of the infarct ratios. The P values were corrected for multiple testing by the Benjamini and Hochberg 15 false discovery rate algorithm (referred to as Q value). SNPs with P<10 -5 were considered suggestive.
Associated genes were obtained within 500 kbp of each SNP from MGI Mart using the NCBIM37 data set (http://biomart.informatics.jax.org). The rationale for this size window is to ensure that regulatory SNPs are included because most enhancers and repressors occur <500 kbp away from the gene. 16 Corresponding human orthologs of each gene were also obtained using MGI Mart. SNPs within each human gene were then obtained using the biomaRt package in R. 17 
Human MCAO
Consecutive white patients, who were admitted to the Massachusetts General Hospital emergency department with signs and symptoms of acute ischemic stroke, who had only M1 occlusions, and who were genotyped, were included to achieve a similar phenotype to the murine MCAO model. Thirty-three patients fit the inclusion criteria. Of those, 12 were women, and 21 were men. Twenty-three head computed tomographies (CTs) and 10 magnetic resonance imagings were performed on admission, before any thrombolytic therapy. The human portion of this study was approved by the Institutional Review Board.
CT and CT angiography (CTA), and magnetic resonance imaging were performed on admission based on routine clinical stroke work-up and clinical requirements. For the purposes of this study, magnetic resonance imaging diffusion-weighted imaging performed at admission within 24 hours of symptom onset was used to assess the baseline infarct volume. All CT/CTAs used were performed at admission before thrombolytic treatment. Routine CTA imaging protocols for the diagnosis of large vessel occlusions adopted in the Screening Technology and Outcome Project in Stroke (STOPStroke) study was used and are reported elsewhere. 18 Patients who underwent at least a CT/CTA or magnetic resonance imaging before thrombolytic therapy with an occlusion of the M1 division of the MCA were included. All lesion volumes were corrected for differences in overall brain size using midsagittal cross-sectional intracranial area as a surrogate measure of the intracranial volume. 19 All volumetric data were measured using a validated semiautomated protocol. 20 The intraclass correlation coefficient for the volumetric lesion analysis was 0.99 for diffusion-weighted imaging volume. 21 Imaging analyses were performed by an experienced and trained neurologist blinded to clinical and genetic data.
The Illumina Quad610 Beadchip and Affymetrix Human SNP Array 6.0 were used for genotyping. PLINK 22 was used to exclude SNPs that failed the Hardy-Weinberg equilibrium test (P<0.001), had minor allele frequency <1%, and had >5% of missing data. Additional SNPs were excluded using the linkage disequilibriumbased SNP pruning procedure in PLINK with a window size of 50, step of 5, and r 2 threshold of 0.5. The SNPs from the candidate genes were then extracted from the pruned set and analyzed.
A linear model was used to perform the association study using R with the normalized infarct volume as the phenotype and age, sex, genotyping platform, and imaging modality as covariates. The additive, dominant, and recessive genetic models were evaluated. Adjustment for multiple testing was performed using the Benjamini and Hochberg correction.
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Oxygen Glucose Deprivation
Ischemic conditions were modeled in vitro using the oxygen glucose deprivation (OGD) model as previously described 23 on murine brain endothelial cell line (bEnd.3) derived from BALB/c mice and human umbilical vein endothelial cells (online-only Data Supplement). OGD is performed overnight (at least 16 hours). Cells were harvested immediately after termination of OGD. Three sets of experiments were performed for each cell type for a total of 6 control and 10 OGD cultures for murine endothelial cell lines and 6 control and 9 OGD cultures for human umbilical vein endothelial cells.
Real-Time Polymerase Chain Reaction Analysis
Quantitative real-time polymerase chain reaction (PCR) was performed as described previously 24 and detailed in the online-only Data Supplement to determine expression of ZBTB7C. Relative gene expression was determined using the 2 −ΔΔCT method and assessed by the t test.
Immunohistochemistry
Immunohistochemistry was performed as previously described 25 (see online-only Data Supplement for details). The following primary antibodies and dilutions were used: ZBTB7C (1:50, rabbit poly 
Quantification of Staining
For quantification of ZBTB7C staining, we selected 5 random fields from the cortex on coronal sections of each of 3 MCAO and 3 control SWR/J mice. The ratio of ZBTB7C+NeuN+, ZBTB7C+CD31+, and ZBTB7C+GFAP+ cells to NeuN+, CD31+, and GFAP+ cells was obtained to determine the fraction of ZBTB7C+ neurons, endothelial cells, and astrocytes, respectively. Differences in the proportions of ZBTB7C+ cells in each cell type were assessed using the t test.
Statistical Analysis
Statistical analysis was performed using the Wilcoxon signed-rank test, Welch t test, and linear regression in R (version 3.0.2). P values <0.05 were considered statistically significant. In the cases of genome-wide association testing, Q values <0.05 were considered genome-wide significant.
Results
Identification of Candidate Genes for Susceptibility to Ischemic Injury in Inbred Mice
The infarct ratios for 33 inbred strains of mice measured 24 hours after MCAO are shown in Figure 1 . The infarct ratios ranged from 0.40 to 0.78. The Anderson-Darling test of normality demonstrated that the infarct ratio is approximately normally distributed (P=0.16). There was no association between age, weight, and mean arterial pressure with infarct ratio (P>0.05).
Completeness of the Circle of Willis
We examined the circle of Willis in 13 strains of mice with infarct ratios ranging from 0.40 to 0.78 to capture the full range of infarct ratios. In particular, we examined the ratio of left P1 diameter to left ICA diameter (Figure 1) . The left P1 was chosen because we performed a left MCAO model, but the results are similar for the right P1. Pearson's correlation between the infarct ratio and the left P1/ICA ratio was 0.049 (P=0.88). There was therefore no apparent correlation between infarct ratio and completeness of the circle of Willis in the strains examined. The proximal MCAO model could therefore be used without significant confounding by variations of the circle of Willis. This also avoids the problem of branch selection in a distal MCAO model.
Genome-Wide Association Testing
Using the efficient mixed-model association to account for population stratification among inbred strains of mice, we found 2 genome-wide significant SNPs (rs32249495, P=2.02×10 -7 and rs3694965, P=2.05×10
) and 2 suggestive SNPs with P<10 -5 (rs31924033, P=5.50×10 -6 and rs3677406, P=9.31×10 -6 ; Figure 1 ; Table 2 ).
Association of ZBTB7C Polymorphisms in Human Data Set
There were 38 genes within 500 kbp of the 4 significant and suggestive mouse SNPs ( Figure 2 ). These genes were associated with 24 human orthologs. The 24 human genes contain 36 179 SNPs, 99 of which were common among the included ischemic stroke data sets. Among 33 white subjects with M1 occlusions, the acute infarct volumes ranged from 1.2 to 249.2 cm 3 ( Figure 2 ). The 99 SNPs common to the ischemic stroke data sets that correspond to the 24 human orthologs were examined for association with infarct volume in patients with M1 occlusions (Figure 2 ; Table 3 
ZBTB7C Expression Is Increased in Endothelial Cells After Ischemia
As ANGPT1 has been well studied in the context of cerebral ischemia, we proceeded to further characterize ZBTB7C. Analysis of Gene Expression Omnibus data sets, GSE26500 and GSE26844, did not demonstrate a difference in baseline expression of ZBTB7C (online-only Data Supplement) across strains. This suggests that the difference in expression of ZBTB7C may occur in the ischemic or hypoxic setting rather than at baseline. We thus investigated the expression of ZBTB7C under ischemic/hypoxic conditions using the in vivo MCAO model and the in vitro OGD model. ZBTB7C expression in the MCAO model was performed using SWR/J and DBA2/J mice, where SWR/J had a high infarct ratio of 0.77, whereas DBA2/J had a low infarct ratio of 0.50. Quantitative PCR was performed on whole brain extracts to determine the expression of ZBTB7C 24 hours after MCAO compared with control mice (Figure 3 ). For DBA2/J mice, there was no difference in ZBTB7C expression between the MCAO hemisphere and control (P=0.170), whereas there was a significant difference in SWR/J mice (P=0.016). There was also a significant difference in ZBTB7C expression between the MCAO hemispheres of SWR/J and DBA2/J mice (P=0.010). This demonstrates that the most marked difference in ZBTB7C expression occurs after ischemic or hypoxic injury rather than at baseline. To determine the cell types in which ZBTB7C expression occurs, we performed immunohistochemical analysis on control and MCAO mice of the SWR/J strain ( Figure 3 ). We found that there is a significant increase in ZBTB7C expression in CD31+ endothelial cells in the MCAO hemisphere compared to the contralateral hemisphere and control (P=1.89x10 -4 and 8.46x10 -6 , respectively). There was no significant difference in ZBTB7C expression in astrocytic (GFAP+) or neuronal (NeuN+) cells.
To confirm this finding in the in vitro model, we performed OGD experiments on human umbilical vein endothelial cells and murine endothelial cell lines. The in vitro results are consistent with the above immunohistochemical analysis. ZBTB7C expression was assessed by quantitative real-time PCR (Figure 3 ). There was a significant increase in relative ZBTB7C expression by real-time PCR in human umbilical vein endothelial cells and endothelial cells under OGD compared with controls (relative expression: 2.90 and 1.62, P=0.031 and 0.006, respectively).
Discussion
Although many genetic studies have been performed on risk of ischemic stroke, [26] [27] [28] [29] few have focused on the susceptibility to ischemic damage. 8, 9 The 2 questions are fundamentally different as the former addresses the propensity to develop stroke because of factors, such as atherosclerotic disease, whereas the latter addresses the likelihood of ischemic damage given the presence of an ischemic insult. Understanding the basis of this susceptibility to ischemic damage can lead to the development of new therapeutic strategies.
To understand the genetic basis for such susceptibility, we integrated the results from a mouse model with human data. Strain differences in infarct size in the presence of focal ischemia has been shown in a few strains to be related to the completeness of the circle of Willis, particularly that of the P1 segment of the posterior cerebral artery (frequently denoted as posterior communicating artery in rodents). 4, 5 We have demonstrated that across the strains examined in this study, the infarct size is independent of the circle of Willis. As such, the proximal MCAO model could be used. Such a model obviates the need for a craniotomy for intracranial exposure of the vasculature or for selection of a distal branch as is done in distal occlusion models, which may potentially have effects on the ischemic response. 
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Infarct volume has been shown to be associated with native pial collateral circulation. 6 The extent of such collateral circulation has been shown to have a genetic association. 6, 30 In particular, Wang et al 30 have demonstrated 2 QTLs on chromosome 7 to be associated with collateral numbers. In addition, however, after ischemia, several vascular changes occur, such as increases in vascular density, branching, and collateral development, 7 that are independent of the native collateral numbers. These changes will also affect the degree of ischemic damage. Moreover, it has been shown that there is a genetic effect on ischemic tolerance beyond the effects of the vasculature. Keum et al 8 have shown that genetic variation in Itgal modulates ischemic brain injury beyond vascular effects.
In our study, we identified ZBTB7C and ANGPT1 as candidate genes for the association with susceptibility to ischemic injury. Although animal models of ischemia are attractive because of the ability to control environmental and ischemic conditions, the relevance of the findings to humans remains an important consideration. A SNP associated with ZBTB7C was identified as the most significant SNP in a human cohort in both the additive and dominant genetic models, whereas ANGPT1 was associated with the most significant SNP in the human recessive model. The convergence of the findings across both mouse models and humans further strengthens the evidence for ANGPT1 and ZBTB7C as potential significant mediators of ischemic injury.
ZBTB7C is a protein that contains an N-terminal BTB/ POZ domain that is known to mediate protein-protein interaction and 4 DNA-binding C 2 H 2 zinc finger domains. 31 It is highly expressed in the brain. 32 Our data for baseline expression of ZBTB7C are consistent with the previous work by Zhang et al 33 with the expression by neurons and astrocytes ≈7-to 9-fold higher than that of brain endothelial cells (http:// web.stanford.edu/group/barres_lab/brain_rnaseq.html). We did not find differential expression of ZBTB7C at baseline among the mouse strains that correlated with infarct size, suggesting that ZBTB7C is unlikely to be involved in the formation of native collaterals. However, ZBTB7C is significantly upregulated in endothelial cells under ischemic conditions. Although such an association does not prove causality, prior studies have shown that ZBTB7C is involved in pathways that would result in increased neuronal death, [34] [35] [36] decreased formation of vascular network, 37 and endothelial dysfunction.
36
ZBTB7C has been described as participating in 2 different pathways, via its interaction with p53 and SREBP1c ( Figure  I in the online-only Data Supplement). ZBTB7C has been shown to physically interact with and inhibit p53, a transcriptional activator of p21, 38 thereby negatively regulating p21. P21 has been shown to be antiapoptotic in neurons 34 via cell cycle-dependent 39 and cell cycle-independent pathways. 40 Under mild oxidative stress, p21 upregulates Nrf2, which is a transcription factor that activates an antioxidant response, protects against cellular damage, 41 including that of ischemic neurons, 35 and also stimulates the formation of vascular networks. 37 However, under moderate oxidative stress, p21 initiates cell cycle arrest to allow DNA repair in response to DNA damage. 41 ZBTB7C thus increases apoptosis in neurons and inhibits the formation of vascular network via the p53/ p21 pathway, both of which would lead to increased ischemic damage.
As an alternative pathway, ZBTB7C has also been shown to interact with and enhance the activity of sterol regulatory 36 In addition, SREBP1c has been shown to be a repressor of dimethylarginine dimethyl-aminohydrolase with resultant increase in asymmetrical dimethylarginine, decrease in nitric oxide synthase, and resulting endothelial dysfunction. 36 An increase in ZBTB7C may thus increase ischemic neuronal damage and increase endothelial dysfunction via the SREBP-1c pathway.
The involvement of ZBTB7C in the formation of vascular networks suggests that it may play a role in the dynamic collateralization process after ischemia, in addition to modulating neuronal apoptosis. The specific mechanism by which this occurs would require further study.
Beside ZBTB7C, ANGPT1 was also associated with the response to ischemia in both mice and humans and was significant after adjustment for multiple testing in both. ANGPT1 is expressed in astrocytes, neurons, pericytes, and endothelial cells but is predominantly expressed by astrocytes in the brain. [43] [44] [45] [46] Angiopoietin-1 has previously been shown to reduce infarct size by stabilizing endothelial cell integrity, reducing blood-brain barrier permeability, and promoting angiogenesis. [47] [48] [49] It has also been shown to be a regulator of microvascular tone.
50 ANGPT1 therefore, like ZBTB7C, modulates ischemic injury independently of native collaterals, but does so via astrocytes that are in close contact with the endothelial cells.
Limitations
Our findings should be considered in the context of some important limitations. First, although we demonstrated that there is no significant correlation between the completeness of the circle of Willis via the P1 segment and the infarct size in the mouse strains examined, such an effect may still confound the results. Several mice were excluded because of unsuccessful surgery or death. This may lead to attrition bias. Because the researcher was not blinded to the strain of mice undergoing surgery, this may introduce additional bias. Furthermore, although the ZBTB7C and ANGPT1 baseline expressions were not associated with infarct size, the genetic variations may still be associated with the native collateral formation via mechanisms other than gene expression. In addition, the human data set used was small. Further replication of our results in a larger human cohort is warranted. Finally, although it is plausible from prior work that the increase in ZBTB7C is involved in dynamic collateralization and neuronal apoptosis, further studies using ZBTB7C knockout mice and knockdown/overexpressing endothelial cells to examine the specific mechanism are still required.
Conclusions
Although it is known that the extent of cerebral infarction is dependent on native collaterals, there is increasing evidence that there are also dynamic vascular and nonvascular modulators of ischemic damage. By integrating mouse and human data, we demonstrated an association between genetic variations of ANGPT1 and ZBTB7C and the extent of ischemic damage. ZBTB7C may act via modulation of neuronal apoptosis, as well as dynamic collateralization and endothelial dysfunction, whereas ANGPT1 has been shown to affect endothelial integrity and angiogenesis. Together, ZBTB7C and ANGPT1 may provide potential targets for novel treatments of cerebral ischemia.
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Middle cerebral artery occlusion model
Animals were anesthetized with 1-3% isoflurane in 70% nitrous oxide and 30% oxygen. A silicone-coated 7-0 monofilament was introduced in the internal carotid artery and advanced to occlude the middle cerebral artery. Regional blood flow was measured with a laser Doppler (Perimed, Jarfalla, Sweden) probe over the lateral frontal bone. Rectal temperature was maintained between 36.5°C and 37.5°C with a warm water pad (Gaymar, New York). Occlusion is considered successful when relative cerebral blood flow decreased by at least 80%. Animals were sacrificed 24 hours after MCA occlusion. Euthanasia was performed by first anesthetizing the animals with 1-3% isoflurane in 70% nitrous oxide and 30% oxygen, followed by cervical dislocation.
India Ink Perfusion
Mice were anesthetized with ketamine (100mg/kg) and xylazine (10mg/kg). Perfusion fixation was performed by transthoracic cannulation of the left ventricle and opening of the right atrium. Perfusion was begun with warm PBS (1-2 minutes) followed by 10% formalin (3 minutes) and finally a mixture of 5% gelatin/saline and India ink at 55°C (15 seconds). All perfusates were delivered at pressures of 60-80 mm Hg.
Gene expression datasets
Microarray data was downloaded from the Gene Expression Omnibus (GEO) 1 . Two GEO expressions sets were available for analysis across a large number of mouse strains. GSE26500 utilized Illumina MouseRef-8 v2.0 expression beadchip to determine gene expression in the hippocampus of 100 strains of mice 2 . Of the 100 strains, 24 matched those used in our study. In addition, gene expressions in the cortex of 30 strains of inbred mice were obtained from GSE26844, which utilized Affymetrix Mouse Genome 430 2.0 Array 3 . Of the 30 strains, 27 matched those used in our study. For the Affymetrix chips, the Robust Multichip Average (RMA) preprocessing was done. For the Illumina chips, log transformation and quantile normalization were performed. In analyzing the GEO datasets, p-values were combined by first converting two-sided p-values to one-sided p-values taking into account the direction of the effect, and then using Fisher's method.
Cell cultures
Murine brain endothelial cell line (bEnd.3) derived from BALB/c mice was purchased from American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA). Both mouse endothelial cell lines and human umbilical vein endothelial cells (HUVECs) were cultured in Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) with 10% fetal bovine serum, 1% L-glutamine, and 1% streptomycin/penicillin (100 µg/mL streptomycin, 100 IU/mL penicillin).
Oxygen glucose deprivation
The culture medium was replaced by glucose-free Dulbecco's Modified Eagles' Medium (Cellgro, Manassas, VA). The glucose-free DMEM was placed in a hypoxia incubator chamber (Billups-Rothenberg, Del Mar, CA). Oxygen in the medium was displaced with 95% N 2 /5% CO 2 by placing the medium in the chamber, flushing the chamber with 95% N 2 /5% CO 2 at 5L/min for 10 minutes and keeping the medium in the incubator overnight . The media in the cell cultures were then replaced with the glucose-free media and the cultures were kept in the hypoxia incubator flushed with 95% N 2 /5% CO 2 overnight (at least 16 hours). Cells were harvested immediately after termination of OGD.
RNA isolation and real-time PCR analysis
RNA isolation was performed on whole brain tissue and cell cultures with RNeasy reagents (Qiagen, Valencia, CA). First-strand cDNA was generated using High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Carlsbad, CA). Real-time PCR was performed on an Applied Biosystems 7300 Real-Time PCR System (Applied Biosystems) using SYBRGreen assays (Applied Biosystems) under the following conditions: 95°C for 30 seconds, 40 cycles of 95°C for 5 seconds and 60°C for 30 seconds. All assays were run in triplicates. Primer sequences used were: mouse β-actin GTCCCTCACCCTCCCAAAAG forward, GCTGCCTCAACACCTCAACCC reverse; mouse Zbtb7c AGCCAGCCCTACGTGTATGAG forward, CATTGAGGATGTGCTTGACG reverse; human β-actin AGCGAGCATCCCCCAAAGTT forward, GGGCACGAAGGCTCATCATT reverse; human ZBTB7C AGCCAGCCCTACGTCTATGAG forward, CGTTGAGGATGTGCTTGACA reverse. Relative gene expression was determined using the 2 !∆∆! ! method and assessed by the t-test. β-actin served as the internal standard.
Immunohistochemistry
Frozen sections were used for immunohistochemical analysis. Sections were fixed in 4% paraformaldehyde in PBS for 10 minutes, permeabilized and blocked in 0.3% Triton X-100 and 5% goat serum in PBS for 20 minutes at room temperature and then incubated with the primary antibody in the same buffer. Fluorescent visualization of antibody reactions were performed with secondary antibodies labeled with the fluorochromes AlexaFluor488 or AlexaFluor594 (1:500 for ZBTB7C and 1:200 for all others, Molecular Probes, Eugene, OR). Nuclei were detected with DAPI (Vector Laboratories, Burlingame, CA). Images were acquired with a Zeiss Axioskop fluorescent microscope using ImageJ (NIH).
Supplemental Results
Expression data in mice
Given that ANGPT1 is significant in the recessive model from the strain survey and ZBTB7C is the most significant gene in the additive and dominant models and the second most significant gene in the recessive model, we further analyzed ANGPT1 and ZBTB7C gene expressions. The expressions of ANGPT1 and ZBTB7C in the hippocampus and cortex of 24 and 27 strains of mice were obtained from GEO databases GSE26500 and GSE26844, respectively. There was no correlation between baseline expression of ANGPT1 (p=0.876) or ZBTB7C (p=0.182) and infarct ratio. 
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Церебральная ишемия остается серьезной про-блемой общественного здравоохранения, ежегодно во всем мире регистрируют >20 млн случаев инсульта, что делает его третьей ведущей причиной смерти [2] и ведущей причиной инвалидности у взрослых [1] . Общеизвестно, что размер очага инфаркта головного мозга после ишемического инсульта (ИИ) зависит от степени коллатерализации сосудов. Влияние состо-яния сосудов на объем очага инфаркта было показано в моделях инсульта у грызунов, в которых у различ-ных штаммов мышей регистрировали различные объ-емы инфаркта головного мозга после окклюзии сред-ней мозговой артерии -ОСМА [3] . В исследовании с участием нескольких штаммов мышей показали, что замкнутость Виллизиева круга, в частности наличие P1 сегмента задней мозговой артерии (ЗМА), влияет на степень церебральной перфузии и размер инфаркта после ОСМА [4, 5] . Также было продемонстрировано, что размер очага инфаркта зависит от наличия натив-ных пиальных коллатералей [6] . Однако существуют и другие факторы, кроме состояния нативных сосудов, модулирующие степень ишемического повреждения. Одним из этих компонентов является динамическое ремоделирование сосудов, происходящее при ишеми-ческом повреждении [7] . Совсем недавно было пока-зано, что различия в объемах очагов ишемического повреждения у разных штаммов мышей в моделях окклюзии дистального сегмента средней мозговой артерии (СМА) связаны с генетическими вариациями интегрина альфа-L, независимо от наличия коллате-ралей [8, 9] . В настоящем исследовании мы исполь-зовали модель проксимальной ОСМА у 235 мышей из 33 инбредных штаммов для изучения генетической основы реакции на ишемию. В этом исследовании мы продемонстрировали, что анатомия крупных сосудов недостоверно коррелирует с размером очага инфаркта 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНО-ТЕОРЕТИЧЕСКИЕ ВОПРОСЫ мозга. Благодаря интеграции результатов исследова-ния штаммов и результатов исследований среди людей мы выявили, что ANGPT1 и ZBTB7C являются гена-ми, повышающими предрасположенность к развитию ишемического повреждения.
■ МЕТОДЫ Модель ОСМА
Тридцать три инбредных штамма мышей приоб-рели в лаборатории Jackson Laboratory (таблица 1). В произвольном порядке выполнили модель перма-нентной ОСМА у 5-25 мышей каждого штамма (всего 235 мышей). Для модели ОСМА использовали самцов мышей в возрасте от 8 до 10 недель (14-45 г) . Модель ОСМА выполняли описанным ранее методом [10] , детальное описание которого доступно в дополнитель-ных данных on-line. Число мышей каждого штамма, исключенное из анализа по причине неудачной опера-ции или смерти, представлено в таблице I в дополни-тельных данных on-line. Физиологические параметры каждого штамма мышей подробно описаны в табли-це II в дополнительных данных on-line. При содержа-нии животных и проведении экспериментов соблюда-ли стандарты и правила Комитета по уходу и исполь-зованию лабораторных животных нашего учреждения.
Вещество головного мозга разрезали на коронарные срезы толщиной 1 мм с использованием специальной матрицы и инкубировали в 2% растворе хлористо-го трифенилтетразолинхлорида (Sigma, Сент Луис, Миссури) при комнатной температуре в течение 15 минут. Общий объем очага инфаркта рассчиты-вал путем суммирования площадей очагов инфарктов во всех срезах исследователь, ослепленный относи-тельно генетических данных на момент измерения. Косвенный метод Swanson [11] использовали в случае, когда относительный объем очага ишемического пов-реждения рассчитывали как: (объем контралатераль-ного полушария-объем интактного вещества мозга ипсилатерального полушария)/объем контралатераль-ного полушария.
Оценка состояния Виллизиева круга
Виллизиев круг визуализировали с использованием перфузии Китайской тушью, как было описано ранее [12] и детализировано в дополнительных данных on-line. Эту процедуру выполнили у мышей 13 штаммов: 129S1/SvImJ, A/J, BALB/cJ, BTBR T+ tf/J, C57BL/10J, C57BL/6J, C57BLKS/J, C57L/J, DBA2/J, KK/HlJ, NOD/LtJ, P/J и SWR/J. Использовали от 4 до 7 живот-ных каждого штамма. Отношение диаметра P1 сегмента левой ЗМА к диаметру ВСА в зоне ее бифуркации изме-ряли с помощью программного обеспечения ImageJ 1.43 (Национальные институты здравоохранения).
Анализ полногеномных ассоциаций
Картирование полногеномных ассоциаций с харак-теристиками инфаркта мозга как фенотипа прово-дили в 33 инбредных штаммах мышей с использо-ванием R пакета и emma, когда эффективный метод объединения смешанных моделей использовали для корректировки структуры популяции и генетического родства у инбредных мышей [13] . Применяли наборы Broad mouse HapMap SNP, содержащие 132 285 одно-нуклеотидных полиморфизмов (ОНП) (http://www. broadinstitute.org/mouse/hapmap/, http://mouse.cs.ucla. edu/mousehapmap/emma.html).
Используя R пакет nortest [14] , тест нормальности Андерсона-Дарлинга применяли для оценки нормаль-ности распределения значений объемов очагов инфарк-тов мозга. Значения р скорректировали для множествен-ного сравнения с помощью алгоритма частоты ложного обнаружения по Бенджамини и Хосбергу [15] (значе-ния Q). ОНП с р<10 -5 считали предположительными. Ассоциированные гены получили в пределах 500 кбп каждого ОНП из MGI Mart с помощью набо-ра данных NCBIM37 (http://biomart.informatics.jax.org). Основанием для этого размера окна была провер-ка гипотезы, что регуляторные ОНП включены по причине того, что большинство индукторов и реп- 
рессоров находится на расстоянии <500 кбп от гена [16] . Соответствующие человеческие ортологи каждого гена также получили с использованием MGI Mart. ОНП в пределах каждого человеческого гена затем получили с использованием biomaRt пакета R [17] .
ОСМА у людей
Для достижения подобного фенотипа модели ОСМА у мышей в исследование включили пациентов (пред-ставителей белой расы) поступивших на лечение в отделение неотложной помощи Массачусетской многопрофильной клиники с признаками и симптома-ми острого ИИ. Критериями включения были наличие только M1 окклюзии и проведение генотипирования. Тридцать три пациента соответствовали критериям включения. Среди них были 12 женщин и 21 мужчина. При поступлении, до проведения тромболитической терапии, выполнили 23 компьютерных томографии (КТ) и 10 магнитно-резонансных томографий (МРТ) головного мозга. Проведение исследования среди людей было одобрено Комитетом по этике указанной клиники.
Компьютерную томографию и КТ-ангиографию (КТА), а также МРТ при поступлении выполняли в соответствии с обычной клинической практикой лечения больных инсультом и клиническими требо-ваниями. Для целей данного исследования результаты диффузионно-взвешенной визуализации, выполнен-ной при поступлении в течение 24 часов после появ-ления симптомов инсульта, использовали для оценки исходного объема очага ишемического повреждения головного мозга. Все КТ/КТА исследования проводи-ли при поступлении до применения тромболитической терапии. Использовали стандартные протоколы КТА для диагностики окклюзии крупных сосудов, приня-тые в исследовании Screening Technology and Outcome Project in Stroke (STOP-Stroke), которые были описаны ранее [18] . В анализ включили только тех пациентов, которым выполнили КТ/КТА или МРТ до применения тромболитической терапии при окклюзии М1 сегмента СМА. Объемы всех очагов ишемических поражений рассчитывали с поправкой на различия в общем размере головного мозга с использованием среднесагитталь-ной внутричерепной площади поперечного сечения _ в качестве косвенного показателя внутричерепного объема [19] . Все волюметрические данные рассчитыва-ли с использованием утвержденного полуавтоматичес-кого протокола [20] . Коэффициент внутриклассовой корреляции для волюметрического анализа поражений составил 0,99 при расчете объема по результатам диф-фузинно-взвешенной МРТ [21] . Анализ изображений проводил опытный и квалифицированный невролог, ослепленный относительно клинических и генетичес-ких данных.
Для генотипирования использовали набор Illumina Quad610 Beadchip and Affymetrix Human SNP Array 6.0. PLINK [22] применяли для исключения ОНП, кото-рые не прошли тест на равновесие Харди-Вайнберга (р<0,001), имели частоту минорного аллеля <1% и имели >5% недостающих данных. Дополнительные ОНП исключили с помощью процедуры сокращения ОНП на основе неравновесного сцепления в PLINK с размером окна 50, шагом 5 и пороговым значением r 2 в 0,5. Затем из сокращенного набора данных экстра-гировали ОНП кандидатных генов и провели анализ.
Линейную модель применяли для изучения ассоци-ации с использованием программного обеспечения R, учитывая нормированный объем очага инфаркта в качестве фенотипа, возраст, пол, платформу геноти-пирования и метод визуализации в качестве ковариат. Изучали аддитивные, доминантные и рецессивные генетические модели. Внесение поправок на много-кратное тестирование проводили с использованием коррекции по Бенджамини и Хохбергу [15] .
Кислородно-глюкозная депривация
Условия ишемии смоделировали in vitro с использо-ванием ранее описанной модели кислородно-глюкоз-ной депривации (КГД) [23] в линии клеток эндотелия головного мозга мышей (bEnd.3), полученной у BALB/с мышей и клеток эндотелия пупочной вены человека (дополнительные данные on-line). Клетки подверга-ли КГД в течение ночи (не менее 16 часов). Клетки собирали сразу после прекращения КГД. Выполнили три серии экспериментов для каждого типа клеток, использовали в общей сложности 6 контрольных и 10 КГД культур для линий клеток эндотелия головно-го мозга мышей, 6 контрольных и 9 КГД культур для клеток эндотелия пупочной вены человека.
Полимеразная цепная реакция в реальном времени
Для определения экспрессии ZBTB7C проводи-ли количественную полимеразную цепную реакцию (ПЦР) в реальном времени ранее описанным спосо-бом [24] , детали которого изложены в дополнитель-ных данных on-line. Относительную экспрессию гена определяли с помощью 2 _∆∆CT подхода и оценивали с использованием t-теста.
Иммуногистохимический анализ
Иммуногистохимический анализ проводили мето-дом, описанным ранее [25] 
Количественная оценка окрашивания
Для количественного определения окрашива-ния ZBTB7C мы выбрали 5 произвольных зон коры на корональных срезах каждой из 3 мышей штам-ма SWR/J из группы ОСМА и контрольной груп-пы. Рассчитали отношение ZBTB7C+NeuN+,
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНО-ТЕОРЕТИЧЕСКИЕ ВОПРОСЫ ZBTB7C+CD31+ и ZBTB7C+GFAP+ клеток к NeuN+, CD31+ и GFAP+ клеткам для определения фракции ZBTB7C+ нейронов, эндотелиальных клеток и аст-роцитов соответственно. Различия в числе ZBTB7C+ клеток оценивали с помощью t-теста.
Статистический анализ
Статистический анализ выполняли с использова-нием рангового критерия Уилкоксона, t-теста Welch и линейного регрессионного анализа в программном пакете R (версия 3.0.2). Значения различий при р<0,05 считали статистически значимыми. В случаях провер-ки полногеномной ассоциации значения при Q<0,05 считали имеющими полногеномную значимость.
■ РЕЗУЛЬТАТЫ Выявление генов-кандидатов, повышающих предрасположенность к развитию ишемического повреждения у инбредных мышей Отношения объемов очагов инфарктов в 33 инбред-ных штаммах мышей, определенные через 24 часа после ОСМА, представлены на рис. 1. Эти значения варьи-ровались от 0,40 до 0,78. Результаты теста нормальнос-ти Андерсона-Дарлинга продемонстрировали относи-тельно нормальное распределение значений отношений (р=0,16). Ассоциации между возрастом, массой тела, уровнем среднего артериального давления и полученных значений соотношений не было (р>0,05). 
Замкнутость Виллизиева круга
Мы изучили строение Виллизиева круга у мышей 13 штаммов с отношением размеров очага инфаркта к объему головного мозга от 0,40 до 0,78 для охвата полного спектра этих соотношений. В частности, мы изучили отношение диаметра сегмента P1 слева к диа-метру левой ВСА (рис. 1). Сегмент P1 слева выбрали по причине использования модели окклюзии левой СМА, но полученные результаты аналогичны таковым для сегмента P1 справа. Корреляция Пирсона между относительным объемом очага ишемии и соотношени-ем диаметров P1/ВСА слева составила 0,049 (р=0,88). Следовательно, очевидной корреляции между отно-сительным объемом очага ишемии и замкнутостью Виллизиева круга в исследованных штаммах не было. По этой причине модель проксимальной ОСМА использовали без значимого влияния вмешивающих-ся факторов со стороны строения Виллизиева круга. Это также позволяет избежать проблемы выбора ветви артерии в модели дистальной ОСМА.
Проверка полногеномной ассоциации
Используя эффективный метод объединения сме-шанных моделей для учета стратификации популя-ции среди инбредных штаммов мышей, обнаружили 2 ОНП с полногеномной значимостью (rs32249495, р=2,02×10
; рис. 1; таблица 2). 
Ассоциация полиморфизмов
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНО-ТЕОРЕТИЧЕСКИЕ ВОПРОСЫ изученных штаммов. Это говорит о том, что различие в экспрессии ZBTB7C появляется в условиях ишемии или гипоксии, а не существует изначально. Таким образом, мы изучали экспрессию ZBTB7C в условиях ишемии/гипоксии с использованием in vivo модели ОСМА и in vitro модели КГД. Оценку экспрессии ZBTB7C в моде-ли ОСМА проводили с использованием DBA2/J штаммов мышей, при этом у мышей штамма SWR/J относитель-ный размер очага ишемии был высоким (0,77), тогда как в штамме DBA2/J этот показатель был низким (0,50).
Количественную ПЦР проводили с использованием экстрактов всего головного мозга для определения экс- прессии ZBTB7C через 24 часа после ОСМА и выпол-няли сравнительный анализ с контрольной группой мышей (рис. 3, см. на цв. вклейке). У мышей штамма DBA2/J не выявили различий в экспрессии ZBTB7C между полушарием с ОСМА и интактным полушарием (р=0,170), в то время как отметили значимое различие этих показателей у мышей штамма SWR/J (р=0,016). Выявили также значительное различие в экспрессии ZBTB7C между полушариями с ОСМА у мышей штам-мов SWR/J и DBA2/J (р=0,010). Это подтверждает, что наиболее заметное различие в экспрессии ZBTB7C происходит после ишемического или гипоксического повреждения, а не существует на исходном уровне. Чтобы определить типы клеток, в которых про-исходит экспрессия ZBTB7C, мы провели иммуно-гистохимический анализ биологического материа-ла мышей с ОСМА и мышей контрольной группы из штамма SWR/J (рис. 3, см. на цв. вклейке). Мы обнаружили значительный рост экспрессии ZBTB7C в CD31+ эндотелиальных клетках в полушарии с ОСМА, по сравнению с контралатеральным полушарием и полушариями мышей контрольной группы (р=1,89×10 -4 и 8,46×10 -6 соответственно). Существенных различий в экспрессии ZBTB7C в астроцитах (GFAP+) или нейрональных клетках (NeuN +) не было.
Чтобы подтвердить этот вывод в модели in vitro, мы провели эксперименты с КГД эндотелиальных кле-ток пупочной вены человека и линиями эндотелиаль-ных клеток мышей. Результаты экспериментов in vitro согласуются с вышеприведенными данными иммуно-гистохимического анализа. Экспрессию ZBTB7C оце-нивали по результатам количественной ПЦР в реаль-ном времени (рис. 3, см. на цв. вклейке). Отметили значительное повышение относительной экспрессии ZBTB7C по данным ПЦР в реальном времени в эндоте-лиальных клетках пупочной вены человека и эндотели-альных клетках мышей в условиях КГД по сравнению с контрольной группой (относительная экспрессия: 2,90 и 1,62, р=0,031 и 0,006 соответственно).
■ ОБСУЖДЕНИЕ
Несмотря на большое количество генетических иссле-дований, посвященных оценке риска развития ИИ [26] [27] [28] [29] , лишь немногие из них были посвящены изуче-нию вопроса о предрасположенности к развитию круп-ных ишемических повреждений [8, 9] . Эти два вопроса имеют фундаментальные различия, поскольку в первом случае изучают склонность к развитию инсульта по причине воздействия таких факторов, как атеросклероз, а во втором случае оценивают вероятность развития круп-ного ишемического повреждения вещества головного мозга при ИИ. Понимание основ предрасположенности к развитию крупного ишемического повреждения может привести к разработке новых терапевтических стратегий.
Для изучения генетической основы такой предраспо-ложенности мы интегрировали результаты, полученные в модели инсульта у мышей, с данными людей. Было показано что в некоторых штаммах различия в размерах очагов инфарктов при очаговой ишемии были связаны с замкнутостью Виллизиева круга, особенно наличия Р1 сегмента ЗМА (часто обозначаемого как задняя соединительная артерия у грызунов) [4, 5] . Мы показали, что среди изученных в настоящем исследовании штам-мов, размер очага инфаркта не зависел от состояния Виллизиева круга. В связи с этим можно использовать модель ОСМА. Такая модель устраняет необходимость краниотомии для внутричерепного воздействия на сосу-ды или выделения дистальной ветви, как это делается в модели дистальной окклюзии, которые потенциально могут оказывать влияние на развитие очага ишемии.
Объем очага инфаркта, как было показано, связан с наличием нативных пиальных коллатералей [6] . Степень такой коллатерализации имеет генетическую основу [6, 30] . В частности, S. Wang и соавт. [30] проде-монстрировали, что 2 QTL на 7-й хромосоме ассоцииро-ваны с количеством коллатералей. В дополнение к этому, после ишемии развиваются некоторые сосудистые изме-нения, такие как увеличение плотности сосудов, вет-вление и развитие коллатералей [7] , которые не зави-сят от исходного числа коллатералей. Эти изменения также влияют на выраженность ишемического повреж-дения. Более того, было показано, что генетические факторы оказывают влияние на толерантность к ишемии не только посредством ремоделирования сосудов. S. Keum и соавт. [8] показали, что генетические вариации в Itgal модулируют ишемическое повреждение голов -ного мозга помимо сосудистых эффектов.
В настоящем исследовании мы выделили ZBTB7C и ANGPT1 как гены-кандидаты для связи с предраспо-ложенностью к развитию ишемического повреждения. Хотя модели ишемии у животных достаточно привлека-тельны из-за возможности контролировать экологичес-кие и ишемические условия, актуальность их результатов для людей остается важным фактором. ОНП ассоцииро-ванный с ZBTB7C был идентифицирован как наиболее значимый ОНП в человеческой выборке в аддитивной и доминантной генетических моделях, в то время как ANGPT1 был ассоциирован с наиболее значимым ОНП в рецессивной модели у людей. Сходность результатов в моделях у мышей и людей дополнительно поддержи-вает доказательства того, что ANGPT1 и ZBTB7C являют-ся значимыми потенциальными медиаторами развития ишемического повреждения.
ZBTB7C это протеин, содержащий N-концевой BTB/POZ домен, который известен в качестве медиатора межбелковых взаимодействий и 4 ДНК-связывающих C 2 H 2 доменов цинковых пальцев [31] . В головном мозге уровень его экспрессии наиболее высокий [32] . Наши данные об исходном уровне экспрессии ZBTB7C согласу-ются с результатами предыдущей работы Y. Zhang и соавт. [33] , согласно которым экспрессия ZBTB7C в нейронах и астроцитх примерно в 7-9 раз выше, чем в эндотелиаль-ных клетках головного мозга (http://web.stanford.edu/group/ barres_lab/brain_rnaseq.html). Мы не обнаружили различий в исходном уровне экспрессии ZBTB7C, что свидетельс-твует об отсутствии роли ZBTB7C в формировании натив-ных коллатералей. Тем не менее в условиях ишемии про-исходит активация экспрессии ZBTB7C в эндотелиальных клетках. Несмотря на то что такая ассоциация не является 
